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Imunska trombocitopenija (ITP) je pridobljena avtoimunska bolezen, za katero je značilno  
zmanjšano število trombocitov (manj kot 100×109/L). Patogeneza bolezni še ni popolnoma 
pojasnjena, saj so pri razvoju bolezni vključeni različni mehanizmi. Med temi imajo glavno 
vlogo trombocitna protitelesa proti različnim membranskim receptorjem na trombocitih in 
megakariocitih ter humoralna in celična imunost. Postavitev diagnoze ITP je izključitvena, 
zato sta ključna natančna anamneza in klinični pregled. Pri tem je pomembno, da se 
opredeli, ali je trombocitopenija primarno ali sekundarno pridobljena motnja.  
Namen naloge je bil določiti uporabnost pretočne citometrije pri postavitvi diagnoze ITP. 
Pri tem smo uporabljali komercialno dostopen komplet reagentov 
ThrombocytestTMimmune. Pri testu smo z označenimi poliklonskimi protitelesi, 
usmerjenimi proti celotnim človeškim imunuglobulinom, IgA, IgG, in IgM, inkubirali 
izolirane trombocite ter nato odčitali fluorescenco posameznega vzorca. Kot negativno 
kontrolo smo uporabili označena protitelesa proti zajčjim imunoglobulinom. Iz rezultatov 
vzorcev krvi zdravih preiskovancev smo določili zgornje referenčne meje in s tem 
primerjali rezultate znanih bolnikov z ITP. 
41 vzorce v smo analizirali na dveh pretočnih citometrih. Občutjivost testa je bila na 
pretočnem citometru Navios 38,1 % in specifičnost 95,3 %. Razlika med bolniki z ITP in 
kontrolnimi vzorci je bila statistično značilna pri trombocitih, označenih s protitelesi anti-
IgH, anti-IgG in anti-IgM (p < 0,05). Pri vzorcih, označenih s protitelesi anti-IgA , razlika 
ni bila statistično značilna (p > 0,05).   
Občutljivost testa in specifičnost sta bili na pretočnem citometru FC500 nižji (26,3 %  in 
94,4 %). Pri primerjavi rezultatov trombocitov, označenih s protitelesi anti-IgH, anti-IgG,  
so bile razlike med bolniki z ITP in kontrolnimi vzorci statistično značilne (p < 0,05 ). Pri 
vzorcih, označenih s protitelesi anti-IgA in anti-IgM, razlika ni bila statistično značilna (p 
> 0,05 ).    
Menimo, da določitev trombocitnih protiteles s pretočno citometrijo lahko pripomore pri 
postavitvi diagnoze ITP. 
 
 




Immune thrombocytopenia (ITP) is an autoimmune disorder characterised by low platelet 
count (less than 100×109/ L), because of platelet autoantibodies. The pathogenesis of the 
disease remains unclear, but it is known that various mechanisms are involved in the 
development of the disease. The main role have auto-antibodies against various membrane 
receptors on platelets and megakaryocytes, as well as humoral and cellular immunity. The 
diagnosis of ITP is exclusive. In diagnosis it is important to decide whether 
thrombocytopenia is a primary or secondary disorder.  
The purpose of our project was to determine the usefulness of flow cytometry in the 
diagnosis of ITP. In our study, the commercially available ThrombocytestTMimmune 
reagent kit was used. In the assay, the isolated platelets were incubated with labeled 
polyclonal antibodies against total human immunoglobulins, against human IgA, IgM and 
IgG and polyclonal antibodies against rabbit immunoglobulin as a negative control. The 
fluorescence of 41 samples was analysed by flow cytometry using two different flow 
cytometers. We determined the reference values of healthy donors and compared to the 
values of patients diagnosed with primary ITP. Testing was also performed on two flow 
cytometers. 
On first flow cytometer the test sensitivity was 38,2 % and the specificity 95,3 %. The 
difference between ITP patients and control group was statistically significant in platelets 
labeled with anti-H, anti-G and anti-M antibodies (p < 0.05). For samples labeled with 
anti-IgA antibodies, the difference was not statistically significant (p > 0.05). 
 
When analysed on the backup flow cytometer, the results did not entirely correspond with 
the previous results, since the sensitivity was 26,3 % and the specificity 94,4 %. The 
difference between ITP patients and control group was statistically significant in platelets 
labeled with anti-H and anti-IgG (p < 0.05). For samples labeled with anti-IgA and anti-
IgM antibodies, the difference was not statistically significant (p > 0.05).  

































ASH - Ameriško združenje za hematologijo (angl. American Society of Hematology) 
anti-IgA - poliklonsko protitelo proti humanim IgA (angl. Anti-IgA) 
anti-IgG - poliklonsko protitelo proti humanim IgG (angl. Anti-IgG) 
anti-IgM - poliklonsko protitelo proti humanim IgM (angl. Anti.IgM) 
anti-H - poliklonsko protitelo proti vsem humanim imunoglobulinom (angl. Anti-human) 
anti-R - poliklonsko protitelo proti zajčjim imunoglobulinom (angl. Anti-rabbit) 
CMV - citomegalovirus (angl. Cytomegalovirus) 
DIK - diseminirana intravaskularna koagulacija 
Dk - dnevna kontrola 
ELISA - encimska imunoadsorpcijska preiskava (angl. enzyme-linked immunosorbent 
assay) 
GP - glikoproteini 
HIV - virus človeške imunske pomanjkljivosti (angl. human immunodeficiency virus) 
HLA - človeški levkocitni antigen (angl. human leukocyte antigen) 
HPA - človeški trombocitni antigen (angl. Human platelet antigens) 
HUS - hemolitični uremični sindrom (angl. Hemolytic uremic syndrome) 
IWG - Mednarodne delovne skupine priznanih strokovnjakov (angl. International 
Workplace Group) 
IVIg - intravenski polispecifični imunoglobulini (angl. Intravenous Immune Globulin) 
LDH - laktatna dehidrogenaza (angl. lactate dehydrogenase) 
LN - lažno negativno 
LP - lažno pozitivno 
MAIPA - imobilizacija trombocitnega antigena z monoklonskimi protitelesi (angl. 
Monoclonal Antibody-specific Immobilization of Platelet Antigen) 
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PIFT - imunofluorescenčna preiskava (angl. platelet immunofluorescence test) 
PN - pravilno negativno 
PNV - pravilno negativna vrednost 
PPV - pravilno pozitivna vrednost 
PP - pravilno pozitivno 
RIA - radioimunski test (angl. Radioimmunoassay) 
SD - standardna deviacija 
Trci - trombociti 
TTP - trombotična trombocitopenična purpura (angl. Thrombotic thrombocytopenic 
purpura) 
TPO-RA - agonisti trombopoetinskih receptorjev (angl. Thrombopoietin receptor agonist) 
vWf - von Wilebrandov faktor (angl. Von Willebrand factor) 
ZMV - zunajcelični membranski vezikli 






1.1  IMUNSKA TROMBOCITOPENIJA 
Imunska trombocitopenija (ITP) je pridobljena avtoimunska bolezen, ki jo opredeljuje 
zmanjšano število trombocitov (manj kot 100×109/L). Do leta 2009 se je bolezen 
imenovala idiopatska trombocitopenična purpura, vendar opredelitev ni več ustrezala, ker 
so številni dokazi potrdili, da je posledica primarne imunske motnje. Bolniki pogosto 
nimajo kliničnih znakov krvavitev, kot so purpure, zato so tudi ta izraz v poimenovanju 
opustili (1).  
ITP povzročijo avtoprotitelesa proti različnim membranskim receptorjem na trombocitih in 
megakariocitih ter prizadene tako otroke kot odrasle. Pri otrocih poteka običajno akutno in 
v 80 - 90 % izzveni znotraj šestih mesecev. Pri odraslih pa je potek bolezni praviloma 
kroničen. Pri bolnikih se lahko pojavljajo kožne krvavitve (purpure, petehije ali modrice), 
pri zelo hudi trombocitopeniji pa tudi obsežnejše krvavitve iz sluznic prebavil in sečil ali 
celo v centralni živčni sistem (1, 2, 3).  
 
1.1.1. Razdelitev ITP 
ITP je ena najpogostejših trombocitopenij pri odraslih bolnikih. Pri postavitvi diagnoze je 
nujno, da izključimo druge vrste trombocitopenij in opredelimo, ali gre za primarno ali 
sekundarno trombocitopenijo.  
Imunsko trombocitopenijo glede na vzrok delimo v dve obliki:  
- Primarna oblika bolezni je pridobljena imunska motnja, pri kateri je vzrok 
trombocitopenije avtoimunski mehanizem, zaradi katerega prihaja do povečane 
razgradnje in zmanjšanega nastajanja trombocitov. Ob tem so drugi vzroki 
izključeni. Večina odraslih bolnikov (80 %) ima primarno obliko ITP.  
 
- Sekundarne ITP so vse druge imunske trombocitopenije, ki so posledice imunskih 
motenj, povezanih z jemanjem nekaterih zdravil, nosečnostjo ali z drugimi 
osnovnimi boleznimi, kot so avtoimunske bolezni (sistemski lupus eritematozus, 




revmatoidni artritis...), virusne okužbe (z virusom HIV, Ebstein-Barr, 
citomegalovirus, hepatitis C...), okužba s Helicobacter pylori ali različne imunske 
pomanjkljivosti. Večina otrok ima sekundarno trombocitopenijo kot posledico 
virusnih okužb. Sekundarno ITP poimenujemo po osnovni bolezni, ki jo je 
povzročila, kar zapišemo v oklepaju kot npr. sekundarna ITP (povezana s HIV)    
(1, 3, 4).  
 
Opredelitev primarne oziroma sekundarne trombocitopenije je klinično zelo pomembna 
zaradi različnega načina zdravljenja, saj pri sekundarnih trombocitopenijah zdravimo 
osnovno bolezen in ne samo trombocitopenije. 
Glede na trajanje bolezni od postavitve diagnoze ločimo (1): 
- Novoodkrito trombocitopenijo: traja do 3 mesece po postavitvi diagnoze.  
- Obstojno trombocitopenijo: traja 3 do 12 mesecev po postavitvi diagnoze, brez 
znakov ozdravitve, bodisi spontane ali po zdravljenju z zdravili. 
- Kronično trombocitopenijo: traja več kot leto dni. 
 
1.1.2. Epidemiologija 
ITP je pogosta pridobljena motnja hemostaze z incidenco v Evropi približno 1 do 4/100000 
prebivalcev in njena pogostnost narašča s starostjo. Incidenca je pri obeh spolih približno 
enaka, razen v srednjem življenjskem obdobju, med 30. in 60. letom, ko je pogostejša pri 
ženskah (5). 
 
1.1.3. Klinična slika 
Znaki in simptomi se lahko pojavijo nenadoma ali postopoma. Začetek se lahko pokaže s 
krvavitvami v koži, iz dlesni ali nosu, s podaljšanimi menstruacijskimi krvavitvami ali 
dolgotrajnimi krvavitvami iz maternice. Bolezen se redko začne s hudimi krvavitvami npr. 
iz prebavil. Krvavitve so spontane, ali se pojavijo po operativnih posegih in poškodbah. 
Verjetnost za krvavitve se veča z manjšim številom trombocitov in s starostjo (6).  




Čeprav ima bolezen običajno blag potek, je dolgoletno spremljanje bolnikov pokazalo, da 
imajo skrajšano življenjsko dobo in večjo pogostnost krvavitev in okužb (5). Najpogostejši 
klinični znak so krvavitve v kožo: petehije, purpure in ekhimoze. Pri petehijah krvavi 
bolnik iz kapilar in postkapilarnih venul. Kadar bolnik krvavi le v kožo, govorimo o suhi 
purpuri, najbolj očitne so v predelu kože goleni. Če so pridružene tudi sluznične krvavitve, 
govorimo o vlažni purpuri. V drugem primeru gre običajno za nižje število trombocitov in 
večjo verjetnost za resne zaplete zaradi krvavitev. Purpure so velike do nekaj milimetrov in 
se pojavijo na mestu povečanega intravaskularnega pritiska (noge, ustna sluznica, 
utesnjena mesta kože). Kadar ima bolnik veliko število petehij na enem mestu, govorimo o 
purpuri, če pa se petehije zlivajo v lise, pa o ekhimozah. Kadar purpuro zatipljemo, je 
krvavitvi pridružen tudi vaskulitis. Notranje krvavitve lahko povzročijo hude težave, 
včasih so lahko celo smrtne. To so predvsem krvavitve v gastrointestinalni trak ali 
možgane (4, 7).  
 Slika 1: Petehije in purpure (8).  
Razumevanje tveganja za krvavitve je pomembno, da lažje prepoznamo bolnike, ki 
potrebujejo zdravljenje tudi pri višjem številu trombocitov. 
Glede na število trombocitov razdelimo ITP na blago trombocitopenijo, kjer je število 
trombocitov med 50×109/L  in 100×109/L, zmerno trombocitopenijo pri številu trombocitov 
med 20×109/L in 50×109/L, v primeru, da je število pod 20×109/L pa govorimo o hudi 
obliki bolezni. 
Klinično pomembna krvavitev je pogosto opredeljena kot krvavitev, ki zahteva zdravniško 
pomoč. Lahko gre za življenjsko ogrožajoče intracerebralne krvavitve kot tudi simptome, 
kot so pogoste krvavitve iz nosu, ki se ne ustavijo z lokalnimi hemostatskimi ukrepi, hudo 
menoragijo, ki zahteva hormonsko intervencijo, ali krvavitve v sluznico ustne votline, ki 
lahko pomenijo večje tveganje za klinično pomembne krvavitve. Izbira terapije je odvisna 




od tega, kako hitro je treba povečati število trombocitov in od profila toksičnosti 
posameznih terapij (5).  
Do krvavitev pa ne prihaja pri vseh bolnikih z ITP, pri nekaterih so celo opažali 
trombembolije, zlasti med zdravljenjem. Med možnimi razlogi so trombocitni zunajcelični 
membranski vezikli (ZMV), ki se stalno odcepljajo z membrane celic, zlasti če so 
izpostavljene stresu, predvsem pa nastajajo ob razpadu in v procesu programirane celične 
smrti. Trombocitni ZMV predstavljajo največji delež ZMV pri zdravih osebah. Izražajo 
površinske membranske proteine, kot so glikoproteini (GP) IIb/IIIb, P-selektin in druge. 
Imajo prokoagulantno aktivnost in prispevajo k patogenezi trombotičnih bolezni. Kot 
takšni postajajo vedno pomembnejši in so kanditati za biološke označevalce različnih 
bolezni (9).  
 
1.1.4. Patogeneza ITP 
Patogeneza ITP  še vedno ni popolnoma pojasnjena, čeprav je znano, da so pri uničenju 
trombocitov vključeni tako protitelesni kot T-celično posredovani mehanizmi (1).  
1.1.4.1. Vloga trombocitov pri imunskem odzivu 
Trombociti so brezjedrni celični delci, ki nastajajo v kostnem mozgu z razpadom večjih 
predniških celic, megakariocitov in imajo glavno vlogo pri zaustavljanju krvavitev. So 
druge najštevilčnejše krvne celice pri zdravem človeku in imajo poleg osnovne vloge tudi 
pomembno vlogo neodvisno od tromboze. Trombociti izražajo številne receptorje in so 
sposobni shranjevati in sproščati bioaktivne mediatorje, ki sodelujejo pri imunskem 
odgovoru. Le te skladiščijo v intracelularnih granulah, in sicer v delta (δ−), alfa (α−) in 
lizosomalnih granulah. Ob njihovi aktivaciji se sprostijo v cirkulacijo ali pa se izrazijo na 
trombocitni površini. Glede na vrsto aktivacije sproščajo določene bioaktivne molekule ter 
se tako odzovejo na specifičen in selektiven način (10).  
Trombociti izražajo za njih specifične trombocitne antigene (npr. človeški trombocitni 
antigen - human platelet antigen - HPA) in antigene, ki jih izražajo tudi druge celice. Do 
danes so ugotovili 33 HPA, ki se nahajajo na šestih glikoproteinskih receptorjih, proti 




mnogim med njimi so že dokazali protitelesa. Večina teh HPA se nahaja na kompleksu GP 
IIb/IIIa, ki ima vlogo receptorja za ligande hemostaze in vnetnih reakcij (9, 11). 
 1.1.4.2. Trombocitni antigeni 
 antigeni na GPIIb/IIIa  
Antigena GP IIb in GP IIIa tvorita na površini trombocitov nekovalentni kompleks. 
Kodirata ju gena ITGA2B in ITGB3, ki se nahajata na kromosomu 17. Receptor GP IIb je 
specifičen za trombocite, receptor GP IIIa pa izražajo tudi endotelijske celice. 
Heterodimerni kompleks velja za najbolj imunogenega med trombocitnimi glikoproteini. 
Pri vseh imunskih motnjah trombocitov so epitopi kompleksa ena najpogostejših tarč 
protiteles. Kompleks predstavlja receptor za fibrinogen, vitronektin, fibronektin in von 
Willebrandov faktor (vWf). Ob aktivaciji kompleksa pride do konformacijskih sprememb, 
kar omogoči vezavo ligandov. Dvajset izmed triintridesetih HPA se nahaja na tem 
kompleksu, med katerimi v kliničnem laboratoriju najpogosteje zaznamo HPA-1 (10, 11).  
 antigeni GP Ib/V/IX  
Glikoproteinski kompleks GP Ib/V/IX (CD 42 a-d) je obsežen trombocitni membranski 
kompleks, ki sestoji iz štirih podenot: GP Ibα, GP Ibβ, GP V in GP IX. Ima osrednjo 
nalogo v hemostazi, saj je receptor za vWF. Ob poškodbi endotelija žile se izpostavi vWF, 
na katerega se preko GP Ib/V/IX vežejo trombociti. Trombociti se adherirajo na žilno 
steno, vezava s vWF pa pripelje do njihove aktivacije. Na površini se izpostavi GP IIb/IIIa, 
na katerega se veže fibrinogen, kar privede do agregacije trombocitov - trombociti 
spremenijo obliko, ustvarijo primarni hemostatski čep in s sekrecijo snovi spodbujajo 
nadaljnjo hemostazo .  
Iz makromolekulskega GP Ib/V/IX se med aktivacijo trombocitov GP Ib odcepi. GP Ib se 
veže tudi na trombospodin - GP v aterosklerotičnem plaku in lahko povzroči trombozo 
neodvisno od vWF (9, 11). 
 antigeni GPIa/IIa  
Kompleks GP Ia/IIa je glavni kolagenski receptor na trombocitih. GP Ia kodira gen ITGA2 
na kromosomu 2, GP IIa pa gen ITGB1 na kromosomu 9. Druga najpogosteje zaznana 




protitelesa so vezana na HPA-5, vendar so v tem primeru trombocitopenije lažje oblike 
(11).  
 antigeni CD109  
Ta protein spada med alfa2-makroglobuline, ki ga kodira gen CD109 na kromosomu 6. Le 
tega ne izražajo samo trombociti, pač pa tudi CD4+ limfociti T, hematopoetske celice in 
endotelijske celice. CD109 se veže na TGF-β in negativno regulira njegovo signalizacijo. 
Protitelesa proti CD109 je zelo težko zaznati zaradi majhnega števila proteinov na 
trombocitih in njihove nestabilnosti (11).  
 Drugi antigeni 
Drugi antigeni, ki jih trombociti izražajo, so: GP IV, GP VI, antigeni krvnih skupin in 
molekule HLA I. Med naštetimi je GP IV eden najbolj izraženih kolagenskih receptorjev 
na trombocitih. Ko pride do poškodbe zunajceličnega matriksa, se le-ta veže na kolagen in 
aktivira trombocite in njihovo agregacijo. Trombociti so tudi glavni vir HLA I molekul v 
krvi,  njihovo izražanje pa se znatno razlikuje med posamezniki (11).  
 
 
Slika 2: Membranski glikoproteini na trombocitih (12). 
1.1.4.4. Mehanizem nastanka ITP 
Do trombocitopenije pri ITP privede več mehanizmov, saj je ob motnji v humoralne in 
celične imunosti moteno tudi dozorevanje megakariocitov. Prisotna trombocitna protitelesa 
skupaj z aktiviranimi limfociti T skrajšujejo življenjsko dobo trombocitov in hkrati motijo 
nastajanje trombocitov s prizadeto megakariopoezo v kostnem mozgu. Prav tako je 




pomembna prirojena nagnjenost bolnika k avtoimunim obolenjem, zaradi povezav med 
polimorfizmi genov za vnetne citokine in povečano nagnjenostjo k avtoimunskim vzrokom 
nastanka ITP. Pomen vsakega izmed teh treh mehanizmov se med posameznimi bolniki 
razlikuje, kar vpliva na potek bolezni (3, 7). 
Ugotovili so, da so pri bolnikih glikoproteini na površini trombocitov podvrženi proteolizi 
in postranslacijskim modifikacijam, a ni dokazov za pridobljene nepravilnosti, ki bi lahko 
aktivirale avtoreaktivnost imunskega sistema (12).   
Protitelesa, ki se vežejo na trombocitne glikoproteine so običajno razreda IgG (redkeje IgA 
in IgM). Le ta proizvajajo limfociti B in plazmatke in so v večjem delu usmerjena proti  
glikoproteinskim antigenom na trombocitih. Večina teh antigenov se nahaja na 
glikoproteinih GP IIb/IIIa ali GP Ib/V/IX (v 70 - 80 % primerov), ki so bogati s cisteini, 
redkeje na GP Ia/IIa (28 %). Še redkejša so protitelesa drugih specifičnosti, kot je GMP140 
(CD62). Večkrat so usmerjena proti večjemu številu antigenov ali epitopov hkrati. S 
protitelesi opsonizirane trombocite odstranijo fagociti tako, da se Fc del avtoprotitelesa na 
trombocitih veže na receptorje FcγRIIa in FcγRIIIa tkivnih makrofagov v 
retikuloendotelnem sistemu. Bolniki imajo dokazano povečano ekspresijo FcγRIIa in s tem 
učinkovitejšo odstranjevanje trombocitov (14).  
S protitelesi posredovana fagocitoza trombocitov je najpomembnejši vzrok 
trombocitopenije. Primarno mesto razgradnje trombocitov je vranica. Pri bolnikih s 
protitelesi anti-GPIb/IX mehanizem razpada trombocitov vključuje delovanje direktne 
citotoksičnosti in aktivacijo komplementa. Preživetje trombocitov je tako skrajšano z 
normalnih 7 - 10 dni na 2 - 3 dni ali manj. Avtoprotitelesa v kostnem mozgu so lahko 
vezana na megakariocite in tako preprečijo njihovo dozorevanje, povzročijo apoptozo in 
pospešijo njihov razpad, ovirajo sproščanje trombocitov ali spodbujajo intramedularno 
fagocitozo, kar so dokazale raziskave in vitro. Pomembna je tudi vrsta epitopa, na katerega 
se vežejo protitelesa, saj vpliva na hitrost odstranjevanja trombocitov iz cirkulacije, na 
hitrost apoptoze trombocitov, na zaviranje megakariopoeze in s tem na potek bolezni.  
Pri nekaterih bolnikih so opazili nenormalne limfocite T, kar lahko poveča uničenje 
trombocitov. 




Citotoksični limfociti T se aktivirajo preko HPA in povzročijo apoptozo trombocitov in 
megakariocitov. Tako ITP ni posledica samo uničenja trombocitov, temveč tudi okvare 
megakariopoeze in trombopoeze.  
Pri 30 - 40 % bolnikov avtoprotitelesa niso prisotna oz. jih niso dokazali, čeprav vzrok ni 
popolnoma jasen. Lahko je za odsotnost protiteles kriva robustnost uporabljenega testa ali 
je odsotnost posledica prevladujočega T-celično posredovanega mehanizma pri teh 
bolnikih (6, 10, 13).  
 
1.1.5. Postavitev diagnoze ITP 
Prepoznavanje bolezni, postavitev diagnoze in načrtovanje zdravljenja ostaja velik izziv, 
saj se klinčna slika med bolniki z ITP razlikuje in zelo slabo korelira s številom 
trombocitov. Pri obravnavi bolnikov sta v veliki meri pomembna natančna anamneza in 
klinični pregled, manjšo vlogo imajo rezultati kliničnih in laboratorijskih preiskav. S tem 
opredelimo čas trajanja trombocitopenije, ocenimo družinsko nagnjenost h krvavitvam in 
izključimo sekundarno ITP, torej trombocitopenijo nastalo v okviru drugih obolenj. Pri 
sumu na ITP je zato potrebno opraviti skrbno anamnezo, pregled in laboratorijske 
preiskave. Pri tem upoštevamo smernice Mednarodne delovne skupine priznanih 
strokovnjakov (IWG) in  Ameriškega združenja za hematologijo (American Society of 
Hematology - ASH) (7, 14). Po navodilih mednarodne skupine IWG se ITP deli v štiri 













Tabela I: Delitev ITP po IWG (7).  
Izraz Čas trajanja/opis 
Refraktarna Hude krvavitve v zadostnem obsegu, ki potrebujejo zdravljenje ali 
zahtevajo dodatne posege ali povečanje odmerka zdravila.  
Obstojna Prisotnost hude ITP po splenektomiji. 
Odzivna Št. trombocitov > 100 × 109/L izmerjeno 2× v razmiku več kot 1 
tedna. 
Odzivna Št. trombocitov > 30 × 109/L  in več kot 2× povečanje v številu 
trombocitov, izmerjeno 2× v 1 tednu. 
 
Priporočila za postavitev diagnoze pri  ITP (po IWG in ASH):     
- Anamneza - zgodovina bolnika: pridobiti podatke o krvavitvah, izgubi telesne teže, 
okužbah, vezivnih sistemskih obolenjih, zdravilih, cepljenju... 
- Klinični pregled: ugotoviti morebitno krvavitev po koži in sluznicah, velikost 
vranice, jeter, bezgavk in znake drugih bolezni. 
- Pregled krvne slike: prisotna izolirana trombocitopenija (trombocitov < 100 x 
109/L), brez sprememb v drugih krvnih celicah. 
- Mikroskopski pregled krvnega razmaza: trombociti so lahko normalne velikosti ali 
povečani, ni drugih posebnosti.  
- Presejalni testi na sistemske bolezni veziva.  
- Serološke preiskave na okužbo z virusom citomegalovirusa, Ebstein Barr, HIV, 
hepatitisa C, ter Helicobacter pylori idr.  
- Punkcija kostnega mozga (samo v posebnih primerih): megakariociti v kostnem 
mozgu so številčnejši, povečani in kažejo znake motnje dozorevanja, rdeča in 




granulocitna vrsta sta normalni. Načeloma spremembe niso značilne samo za ITP 
(4, 6).  
Punkcijo/biopsijo kostnega mozga napravimo:  
- Kadar pri anamnezi, kliničnem pregledu in oceni krvne slike ugotovimo 
spremembe, ki niso v celoti značilne za ITP. 
- Pri bolnikih, ki so neodzivni na zdravljenje z glukokortikoidi. 
- Pri vseh bolnikih, starejših od 60 let, da izključimo mielodisplastični sindrom. 
- Pred splenektomijo. 
Pri postavitvi diagnoze moramo izključiti lažno trombocitopenijo. Pomagamo si lahko 
z razmazom krvi, kjer vidimo trombocitne agregate ali rozete (lepljenje trombocitov na 
površino levkocitov - trombocitni satelitizem). Kadar opazimo v krvi shizocite ob 
trombocitopeniji in anemiji, sumimo na mikroangiopatične procese (TTP, hemolitični 
uremični sindrom - HUS) (4, 6). 
Z biokemičnimi preiskavami krvi izključimo bolezni jeter, ledvic in drugih organskih 
sistemov. Zanima nas tudi vrednost laktatne dehidrogenaze (LDH), ki je pri bolnikih s 
primarno imunsko trombocitopenijo normalna. Za izključitev sekundarne avtoimunske 
ITP se naredijo preiskave za izključitev sistemskih bolezni veziva (antifosfolipidna 
protitelesa, lupusni antikoagulanti, proti jedrna protitelesa – HEp-2), rakavih obolenj, 
bolezni ščitnice. ITP se lahko pojavi tudi pri okužbah s Helicobacter pylori, kjer se 
priporoča preiskava z dihalnim testom ali dokaz prisotnosti bakterije v blatu. Prav tako 
moramo preveriti morebitne okužbe z virusi hepatitisa B in C, citomegalovirusom 
(CMV), človeškim virusom pridobljene imunske pomanjkljivosti (HIV), z virusom 
Epstein Barr, saj je lahko pri vseh prisotna trombocitopenija (3).   
 
1.1.6. Zdravljenje 
Cilj zdravljenja ITP je zmanjšati tveganje za klinično pomembno krvavitev.  
Na splošno je tveganje za klinično pomembne krvavitve pri ITP nizko, kadar je število 
trombocitov večje kot 30x109/L in veliko pri številu manj kot 10x109/L. Bolnikov, ki ne 




krvavijo, in pri katerih ne potrebujemo večjih vrednosti trombocitov, ne zdravimo. Kljub 
temu pa je korealcija med številom trombocitov in tveganjem za krvavitev šibka tudi pri 
bolnikih z nizkim številom trombocitov.  
Na izbiro najustreznejšega zdravila vpliva veliko dejavnikov, kot so prisotnost krvavitev 
pri bolniku, njihov obseg in vrsta, dodatne bolezni in dodatna zdravila, ki lahko povečajo 
nevarnost krvavitve, starost bolnika in njegova toleranca do morebitnih stranskih učinkov 
zdravljenja. 
Glede na različno klinično sliko smernice za ITP priporočajo različne pristope, ki se delijo 
v dva načina zdravljenja, kot je prikazano na sliki 3 (5, 7): 
1.1.6.1 Zdravljenje prvega izbora 
Zdravila, ki se običajno uporabljajo za začetno zdravljenje ITP, so glukokortikoidi, redkeje 
intravenski polispecifični imunoglobulini (IVIg) in imunoglobulini anti-RhD .  
Zdravljenje s kortikosteroidi se začne ali s prednizonom ali  z deksametazonom. Približno 
dve tretjini bolnikov doseže pri teh odmerkih popolni ali delni odziv s kortikosteroidi, pri 
čemer je viden učinek zdravila že v prvem tednu zdravljenja. Zdravljenje ne sme trajati 
dolgo, saj ima veliko stranskih učinkov.  
Terapija z IVIg se daje bolnikom, ki potrebujejo hitro ali nujno povišanje števila 
trombocitov (npr. zaradi nujnega operativnega posega ali življenjsko nevarne krvavitve).  
Pri bolnikih, ki imajo RhD pozitivno krvno skupino in niso imeli splenektomije se 
uporablja anti-RhD. Pri prevelikem ali prehitrem vnosu protiteles anti-RhD lahko nastopi 
huda hemoliza pri bolniku (3, 6, 7).  
1.1.6.2. Zdravljenje drugega izbora 
Pri odraslih bolnikih, ki so neodzivni na zdravljenje s kortikosteroidi ali imunoglobulini, 
izberemo zdravila drugega izbora zdravljenja, med katerimi je splenektomija zlati standard. 
Splenektomija je ob sprejemljivem tveganju dolgo veljala kot najučinkovitejša, pri velikem 
delu kroničnih bolnikov ITP se je dejansko izkazala za zelo učinkovito. Ker pa so na izbiro 
številni drugi načini zdravljenja pa število bolnikov, ki jih zdravimo s splenektomijo, 
upada.  




V skupino zdravil drugega izbora sodi rituksimab. Rituksimab je himerno monoklonsko 
protitelo, ki je usmerjeno proti površinskemu antigenu CD20 na limfocitih B. S tem 
povzroči deplecijo teh celic in zmanjša sintezo avtoprotiteles.  
Nova možna izbira je terapija z agonisti trombopoetinskih receptorjev: romiplostimom in 
eltrombopagom (TPO-RA), ki se vežejo na receptor TPO in tako aktivirajo nastajanje 

















Slika 3: Zdravljenje ITP (1,6). 
 
Diagnoza  ITP 
Število trombocitov 
<30,00/ μL, simptomi  krvavitev 
Število trombocitov 
>30,000/ μL, brez  krvavitev 





Število trombocitov >20,000/ 
μl, brez krvavitev 
Spremljanje bolezni 
Splenektomija, rituximab,  
ali TPO 
Število trombocitov 
<20,000/ μL, krvavljenje 
      Število trombocitov 
>20,000/ μL, brez krvavitev 
TPO ali  kombinirana  
terapija 
Spremljanje bolezni 




1.1.6. Določanje avtoprotiteles pri bolnikih s sumom na ITP 
Po priporočilih ASH določanje prisotnosti avtoprotiteles ni obvezno za postavitev diagnoze 
ITP, saj zaenkrat ni na voljo dovolj občutljive in specifične metode. Prav tako pa z 
dosedanjimi raziskavami niso dokazali avtoprotiteles pri vseh bolnikih. Dokazovanje 
prisotnosti avtoprotiteles proti trombocitnim antigenom pa postaja vedno pomembnejše, saj 
so nekatera zdravila neuspešna pri zdravljenju trombocitopenije pri bolnikih, kjer niso 
dokazali protiteles (7, 15).  
Za analizo avtoprotiteles proti trombocitom obstajajo različne metode, čeprav zlati 
standard za zanesljivo postavitev diagnoze ITP ne obstaja. 
Najpogosteje se uporabljajo:  
- encimska imunoadsorpcijska preiskava, ELISA, 
- imobilizacija trombocitnega antigena z monoklonskimi protitelesi, MAIPA, 
- radioimunski test, RIA, 
- PIFT imunofluorescenčna preiskava - Patelet Immuno Fluorescence Test. 
Pri opisanih metodah je izvedba zapletena in dolgotrajna, kar ovira njihovo rutinsko 
uporabo v kliničnih laboratorijih (13).  
V zadnjem času za dokaz protiteles vedno pogosteje uporabljamo pretočno citometrijo. V 
primerjavi z metodo PIFT je pretočna citometrija hitrejša, objektivnejša, odčitavanje 
odstotka obarvanih celic pa je avtomatizirano. Poliklonsko protitelo, ki je označeno s 
fluorokromom, se veže na imunski kompleks (autoprotitelo + trombocit). Ko pride 
označeno protitelo v stik z laserjem, fluorescenčno svetlobo določene valovne dolžine 
zaznajo detektorji. Svetlobne signale nato elektronski sistem pretvori v podatke, ki jih 
računalniški program zapiše v obliki histograma. 
Prednost metode je možnost zaznave več avtoprotiteles hkrati, hitrost ter enostavnost 
izvedbe (13, 16, 17).   
 




2 Namen dela 
 
Namen magistrske naloge bo preveriti smiselnost testiranja prisotnosti trombocitnih 
avtoprotiteles s pretočnim citometrom kot pomoč pri postavitvi diagnoze ITP.  
Pri raziskavi bomo uporabili komplet reagentov ThrombocytestTMimmune. Test omogoča 
kvantitativno določanje vezanih imunoglobulinov na trombocite s pomočjo pretočnega 
citometra. Z njim določimo prisotnost posameznih razredov imunoglobulinov (IgG, IgA, 
IgM). 
V sklopu naloge bomo: 
- postavili metodo na pretočnem citometru, 
- primerjali rezultate na dveh različnih pretočnih citometrih za zagotavljanje 
primerljivosti rezultatov, 
- ocenili ponovljivost metode, 
- določili referenčni razpon pri zdravih bolnikih, 














3 Materiali in metode 
 
3.1  MATERIALI 
 
3.1.1. Testirani vzorci 
V analizo smo vključili skupno 41 vzorcev venske krvi odvzete z EDTA. Med njimi je bilo 
20 vzorcev z normalnimi vrednostmi trombocitov - kontrolni vzorci, ki so bili vzorci 
zdravih in bolnikov, ki niso imeli limfoproliferativnih bolezni in avtoimunih bolezni, z 
normalnim število trombocitov. Vsi vključeni v raziskavo so dali privolitev za uporabo 
vzorcev za raziskovalne namene.  
Kontrolne vzorce smo uporabili za določitev referenčnih vrednosti. Med njimi je bilo 7 
moških (36,8 %) in 12 žensk (63,2 %), med katerimi je bilo 21,1 % starejših od 60 let.  
 
Slika 4: Prikaz porazdelitve kontrolnih vzorcev po starosti in spolu. 
Analizirali smo 21 vzorcev bolnikov, med njimi je bilo 57 % žensk in 43 % moških. 
Preiskavo smo izvedli na vzorcih, ki so bili pridobljeni med oktobrom 2018 in marcem 
2019. Pri analizi bolnikov z ITP smo težko pridobili zadostno število vzorcev različnih 
bolnikov, zato smo pri 6-ih bolnikih preiskavo ponovili. Tako smo skupno opravili 21 




analiz na pretočnem citometru Navios pri 14-ih bolnikih in 18 analiz na pretočnem 
citometru FC500 pri 13-ih bolnikih.  
V literaturi smo našli podatek, da se bolezen pogosteje pojavlja pri ženskah med 30. in 60. 
letom (5), zato smo tudi naše podatke razporedili po starosti in spolu (slika 5). Lahko 
vidimo, da prevladujejo ženske (57 %), ki pa so večina starejše od 60 let (63 %). 
 
Slika 5: Prikaz starostne porazdelitve bolnikov z ITP. 
3.1.2. Reagenti in kemikalije:   
- Raztopina za spiranje: Pufer (komplet reagentov ThrombocytestTMimmune, 
Glycotope Biotechnology) smo razredčili z bidestilirano vodo (Braun, Nemčija) v 
razmerju 1:10.  
- Kozji serum; (komplet reagentov ThrombocytestTMimmune, Glycotope 
Biotechnology).  
- Poliklonska protitelesa Anti-CD42a-FITC (komplet reagentov 
ThrombocytestTMimmune, Glycotope Biotechnology), označena s fluorokromom 
FITC (fluorescein izotiocianat), ki se vežejo na humane glikoproteine GP IX 
(CD42a), oz.. CD42a izražajo trombociti in megakariociti, in tvori kompleks s 
CD42b, CD42c in CD42d (GPIb-V-IX). Le ta se veže z vWf, ki je odgovoren za 
adhezijo in aktivacijo trombocitov. Receptorski kompleks lahko reagira tudi s  
trombinom, koagulacijskim faktorjem XI in XII, P-selektinom in makrofagnim-1 
antigenom.  




- Poliklonska protitelesa označena s fluorokromom fikoeritrinom (PE) (komplet 
reagentov ThrombocytestTMimmune, Glycotope Biotechnology): 
- proti vsem humanim imunoglobulinom (Ig) - Anti-human Ig (anti-H),  
- proti humanim Ig razreda A - Anti-humani IgA (anti-IgA),  
- proti humanim  Ig razreda G - Anti-human IgG (anti-IgG), 
- proti humanim Ig razreda M - Anti-human IgM (anti-IgM), 
- proti zajčjim Ig.  
3.1.3. Laboratorijska oprema in pripomočki  
̶ epruvete z antikoagulantom EDTA za odvzem vzorcev periferne krvi - BD 
Vacutainer® blood collection tubes, ZDA, 
̶ epruvete za enkratno uporabo (12 x 75 mm) Beckman Coulter, Kalifornija, ZDA,  
̶ prenosni hladilnik za epruvete, 
̶ pipete (20 µL, 10 µL - 100 µL, 500 µL, 2,5 ml, 1 ml) - Eppendorf, Hamburg, 
Nemčija, 
̶ ustrezni sterilni nastavki za pipete - Eppendorf, Hamburg, Nemčija, 
̶ bidestilirana voda – Braun, Melsungen, Nemčija, 





- vibracijsko mešalo, vortex, Vibromix - Tehnica Železniki, Slovenija,  
- hematološki analizator Sysmex XN-1000 - Dunaj, Avstrija, 
- pretočni citometer Navios Beckam Coulter - Kalifornija, ZDA,  
- pretočni citometer FC500 - Kalifornija, ZDA.  





Reagenčni komplet ThrombocytestTMimmune, omogoča kvantitativno določanje vezanih 
imunoglobulinov na trombocite s pretočnim citometrom. Rezultat meritve na pretočnem 
citometru je fluorescenca.  
S preskušanjem smo pričeli znotraj 24 ur po odvzemu vzorca, ki smo ga hranili na sobni 
temperaturi. Najprej smo izolirali in sprali trombocite ter jih inkubirali čez noč na 2 - 8°C, 
da smo odstranili nevezana protitelesa. Nato smo jih označili s protitelesi, označenimi s 
fluorokromi, in jih po inkubaciji analizirali s pretočnim citometrom. Za nespecifično 
fluorescenco smo uporabili poliklonska protitelesa proti zajčjim imunoglobulinom (18).  
3.2.1. Priprava vzorcev za analizo 
3.2.1.1. Izolacija trombocitov:  
Centrifugirali smo 2 mL periferne krvi 10 min 100×g brez zavore centrifuge. Pridobljeno 
plazmo bogato s trombociti smo odpipetirali v čisto epruveto in centrifugirali 7 minut pri 
700×g z zavoro ter 3 krat sprali z raztopino za spiranje. Po spiranju smo trombocite 
resuspendirali v 1,5 mL raztopini za spiranje in shranili čez noč na 2-8°C. 
3.2.1.2. Označevanje trombocitov: 
Drugi dan smo trombocite ponovno sprali z raztopino za spiranje ter trombocite 
resuspendirali v 1 mL raztopine za spiranje. S hematološkim analizatorjem smo izmerili 
njihovo številčno koncentracijo, ki smo jo nato z raztopino za spiranje umerili po navodilih 
proizvajalca na 20 000/µL. 
V 5 epruvet smo odpipetirali po 100 µL suspenzije trombocitov z uravnano številčno 
koncentracijo in dodali 10 µL kozjega seruma za preprečitev nespecifične vezave protiteles 
ter dobro premešali na vibracijskem mešalniku. Nato smo inkubirali 1 minuto na sobni 
temperaturi.  
Po inkubaciji smo v vsako epruveto dodali po 20 µL različnih poliklonalnih protiteles, ki 
so bila označena s fluorescenčnim barvilom PE:  
 







            
                  Slika 6: Označevanje s protitelesi.  
Tako pripravljene vzorce smo v hladilniku inkubirali 20 min. Po inkubaciji smo v vsako 
epruveto dodali 2 mL raztopine za spiranje in jih centrifugirali 7 minut pri 700×g ter nato 
odstranili supernatant, da smo odstranili še nevezana protitelesa. 
V vsako epruveto smo dodali 20 µL protiteles anti-CD42a-FITC za označbo populacije 
trombocitov, premešali na vortex-u in ponovno inkubirali 20 minut v hladilniku.  
Po inkubaciji smo ponovno dodali 2 mL raztopine za spiranje, centrifugirali in odstranili 
supernatant. Dodali smo 500 µL raztopine za spiranje in izmerili fluorescenco s pretočnim 
citometrom.  
3.2.2. Analiza s pretočnim citometrom 
Analizo vzorcev smo izvedli na pretočnih citometrih Navios in FC 500 z uporabo 
modrozelene ekscitacijske svetlobe (488 nm argonski laser). Pri analizi smo zamejitev 
postavili na CD42a pozitvne dogodke (trombociti). Povprečno intenziteto fluorescence 
posameznih protiteles na trombocitih smo odčitali iz zamejenih trombocitov v vsakem 
posameznem vzorcu (X mean na spodnjih diagramih).  
Na primerih razsevnih diagramov in histogramov smo prikazali metodo odčitavanja 
intenzitete fluorescence in sicer točke a, b, c, d, e prikazujejo izpise iz pretočnega citometra 
pri analizi trombocitov zdravega preiskovanca pri uporabi posameznih protiteles.  
- Anti - human Ig 
- Anti - rabbit Ig 
- Anti - humani IgA 
- Anti - human IgG 
- Anti - human IgM 






a) Levi razsevni diagram prikazuje zamejitev trombocitov kot CD42a pozitivnih dogodkov, desni 
histogram intenziteto fluorescence za zajčje imunoglobuline, ki so vezani na trombocite. 








b) Levi razsevni diagram prikazuje zamejitev trombocitov kot CD42a pozitivnih dogodkov, desni 
histogram intenziteto fluorescence za vse humane imunoglobuline, ki so vezani na trombocite.  
 





c.) Levi razsevni diagram prikazuje zamejitev trombocitov kot CD42a pozitivnih dogodkov, 
desni histogram intenziteto fluorescence za humane imunoglobuline razreda A, ki so vezani 
na trombocite. 
  
d.) Levi razsevni diagram prikazuje zamejitev trombocitov kot CD42a pozitivnih dogodkov, desni 








      
e.) Levi razsevni diagram prikazuje zamejitev trombocitov kot CD42a pozitivnih dogodkov, desni 
histogram intenziteto fluorescence za humane imunoglobuline razreda M, ki so vezani na 
trombocite. 
3.2.3. Analiza rezultatov  
Pridobljene podatke smo obdelali z računalniškim programom Microsoft Office Excel in 
IBM SPSS Statistics 25. 
Za statistično analizo rezultatov smo najprej naredili teste porazdelitve podatkov s Shapiro-
Wilkovim testom. Parametrični t-test smo uporabili za podatke z normalno porazdelitvijo,  
neparametrična testa Mann-Whitney U ali Wilcoxonov pa za podatke z nenormalno 
porazdelitvijo.  
Ob prepostavki, da je vsak vzorec od drugega bolnika (21 vzorcev na pretočnem citometru 
Navios in 18 vzorcev na pretočnem citometru FC500), smo rezultate vzorcev bolnikov 
primerjali z rezultati vzorcev zdravih preiskovancev. Skušali smo ugotoviti, ali je razlika v 
normaliziranih vrednostih fluorescence zdravih in bolnikov z ITP statistično značilna. 
Uporabili smo Mann-Whitney U test, razlika je bila značilna, če je bil p < 0,05 (α = 0,05).  
Pri primerjavi obeh pretočnih citometrov smo imeli odvisne vzorce, saj smo isti vzorec 
zdravega ali bolnika izmerili na obeh pretočnih citometrih.. V primerjavo je bilo vključenih 
18 vzorcev. Za primerjavo normalno porazdeljenih spremenljivk smo uporabili t-test 




Slika 7: Hemoliziran vzorec                                          
odvisnih vzorcev, za primerjavo nenormalno porazdeljenih spremenljivk pa Wilcoxonov 
test. Razlika je bila značilna, če je bil p < 0,05. 
3.2.4. Težave pri opravljanju testa in odstopanje od navodil 
Pri določanju referenčnih vrednosti nismo popolnoma sledili smernicam Mednarodnega 
združenja za klinično kemijo (Intenational Federation of Clinical Chemistry, IFCC), ki 
pravi, da je to območje vrednosti fizioloških meritev zdravih ljudi, pri katerih ne moremo 
potrditi prisotnosti bolezni, ki bi lahko vplivala na rezultat laboratorijske preiskave (19). 
Opravili smo analizo 20-ih kontrolnih vzorcev, ki so jih odvzeli zdravim osebam in 
hematološkim bolnikom, ki so imeli normalno število trombocitov in katerih bolezen 
praviloma ne bi smela vplivati na vrednosti trombocitnih protiteles.  
V protokolu je bilo priporočeno zbrati 5 mL  krvi odvzete z EDTA in nato centrifugirati 2 
mL krvi. Pri zbiranju vzorcev smo zbrali 6 mL krvi odvzete z EDTA, kjer pa smo 
velikokrat opazili prisotno hemolizo (Slika 7). Slednja nas je precej motila pri odčitavanju 
fluorescence, saj ni bila jasna meja med trombociti in eritrociti, zato je bila zamejitev 
trombocitov otežena. Ker smo ugotovili, da imamo 3 mL volumna krvi dovolj, smo nato 
periferno kri zbrali v malo hemogramsko epruveto (3 mL). 
Bolniki z ITP imajo praviloma majhno število 
trombocitov. V protokolu je zapisano, da je 
potrebno število trombocitov uravnati na      
20 000 /µL.  Medtem, ko smo pri vzorcih z 
dovolj velikim številom trombocitov, 
trombocitno plazmo redčili, smo pri majhnem 
številu trombocitov redčitev izpustili ter 100 
μL sprane celične supenzije trombocitov 
inkubirali s protitelesi.  
Med izvajanjem naše naloge je prišlo tudi do 
večjega popravila pretočnega citometra 
FC500. Po popravilu smo opazili, da so bile vrednosti srednjih fluorescenc očitno višje, kot 
pred popravilom, ker je prišlo do spremenjenih osnovnih nastavitev.  Pri večini pretočnih 
citometrov se uporabljajo ločeni kanali in detektorji za zaznavanje fluorescence. Detektorji 
so najpogosteje fotopomnoževalke, lahko pa so tudi diode. Ti pretvorijo fluorescenco 




emisiranega signala v električni signal. V primeru, da se napetost poveča, se bo tudi 
intenzivnost signala povečala, kar se pri servisu nastavi. Pri naši analizi lahko vidimo ta 
vpliv pri vzorcih DM, GV in BM, ki so bili zmerjeni po servisu pretočnih citometrov 
(Tabela II).   




4  REZULTATI 
 
Meritve smo opravljali na dveh pretočnih citometrih v Specializiranem hematološkem 
laboratoriju z namenom določitve, ali med njima obstaja pomembna razlika v rezultatih. 
Pretočni citometer Navios je novejši pretočni citometer, FC500 smo uporabljali kot 
rezervni citometer. 
 
4.1.1 Postopek določanja referenčnega razpona 
Pri določanju referenčnega razpona smo analizirali 20 vzorcev zdravih preiskovancev na 
pretočnem citometru Navios, 18 vzorcev pa tudi na pretočnem citometru FC500.  
Na pretočnih citometrih smo odčitali vrednost intenzitete fluoroscence M1 in jih zbrali v 
tabeli (Tabela II).  
Tabela II: Intenziteta fluorescence kontrolnih vzorcev ob uporabi različnih protiteles. 
   Povprečna fluorescenca (Navios:0,886 / FC500: 0,807) 
Vzorec Aparat Št. Trci Anti-R Anti-H Anti-A Anti-G Anti-M 
RT Navios  217 0,834 0,494 1,55 1,39 1,54 
 FC500  Ni meritev Ni meritev Ni meritev Ni meritev Ni meritev 
MMM Navios 169 0,762 0,554 1,02 1,22 1,342 
 FC500   Ni meritev Ni meritev Ni meritev Ni meritev Ni meritev 
OS Navios 340 0,916 0,464 1,83 1,52 1,59 
 FC500  0,752 0,726 1,34 1,51 0,688 
PH Navios 266 266 0,616 0,352 0,851 0,804 
 FC500  0,526 0,645 0,69 0,8 0,471 
ŠGI Navios 317 0,471 0,284 0,738 0,732 0,51 
 FC500  0,381 0,428 0,537 0,625 0,247 
JL Navios  266 0,674 0,469 1,11 1,2 1,34 
 FC500  0,55 0,778 0,818 1,14 0,585 
SL Navios 341 0,51 0,302 0,783 0,707 0,925 




   Povprečna fluorescenca (Navios:0,886 / FC500: 0,807) 
Vzorec Aparat Št. Trci Anti-R Anti-H Anti-A Anti-G Anti-M 
 FC500  0,354 0,472 0,572 0,748 0,39 
TP Navios 248 0,508 0,293 0,747 0,814 0,753 
 FC500  0,387 0,489 0,52 0,752 0,338 
MF Navios 311 0,427 0,296 0,749 0,816 0,903 
 FC500  0,34 0,444 0,511 0,749 0,384 
PM Navios 203 0,372 0,238 0,628 0,536 0,716 
 FC500  0,282 0,467 0,476 0,516 0,329 
ŠI Navios 347 0,565 0,342 0,873 0,768 0,858 
 FC500  0,47 0,565 0,646 0,718 0,379 
AB Navios 303 0,571 0,431 1,12 1,13 1,11 
 FC500  0,518 0,774 0,899 1,14 0,52 
RI Navios 230 0,722 0,497 1,11 1,12 1,27 
 FC500  0,691 0,903 0,983 1,32 0,629 
DM Navios 224 1,09 0,756 2,23 1,72 2,16 
 FC500  0,892 1,28 1,63 1,67 0,919 
GV Navios 211 0,994 0,644 1,75 1,61 1,97 
 FC500  0,762 1,1 1,31 1,61 0,874 
BM Navios 183 1,26 0,923 2,32 2,22 2,41 
 FC500  1,03 1,46 1,62 2,09 0,994 
GB Navios 197 0,51 0,861 1,11 1,16 0,658 
 FC500  0,699 0,869 1,11 1,19 0,65 
JN 1 Navios 296 0,333 0,357 0,388 0,394 0,692 
 FC500  0,616 0,789 1,01 1,14 0,654 
JN 2 Navios 302 0,347 0,388 0,415 0,416 0,743 
 FC500  0,638 0,847 0,981 1,21 0,689 
JS Navios 270 0,525 0,643 0,386 0,562 0,973 
 FC500  0,833 1,2 1,1 1,44 0,786 
 




4.1.1.1. Normalizacija intenzitete fluorescence 
Pri negativni kontroli bi pričakovali, da ne bo nobene vezave, saj nimamo prisotnih zajčjih 
protiteles, vendar smo v vsakem vzorcu zaznali nespecifično fluorescenco, zato smo 
uporabili postopek normalizacije. Pri tem postopku smo dobljeno intenziteto fluorescence 
delili z intenziteto fluorescence negativne kontrole (M1(X)/M1(anti-Rabbit)) (20). 
Izračunane normalizirane vrednosti smo zapisali v tabeli III. 
Tabela III: Vrednosti normaliziranih intenzitet fluorescence kontrolnih vzorcev na 
pretočnih citometrih Navios in FC500. 
  Povprečna fluorescenca (Navios: 1,44 / FC500: 1,44) 
Vzorec Aparat Anti-H/ anti-R Anti-A/ anti-R Anti-G/ anti-R Anti-M/ anti-R 
RT Navios 0,59 1,85 1,67 1,85 
 FC500 Ni meritev Ni meritev Ni meritev Ni meritev 
MMM Navios 0,73 1,34 1,60 1,76 
 FC500  Ni meritev Ni meritev Ni meritev Ni meritev 
OS Navios 0,51 1,99 1,66 1,74 
 FC500 0,97 1,78 2,01 0,92 
PH Navios 0,57 1,38 1,31 1,66 
 FC500 1,23 1,31 1,52 0,90 
ŠGI Navios 0,60 1,57 1,55 1,08 
 FC500 1,12 1,41 1,64 0,66 
JL Navios  0,70 1,65 1,78 1,99 
 FC500 1,41 1,49 2,07 1,06 
SL Navios 0,59 1,54 1,39 1,81 
 FC500 1,33 1,62 2,11 1,10 
TP Navios 0,58 1,47 1,60 1,48 
 FC500 1,26 1,34 1,94 0,87 
MF Navios 0,69 1,75 1,91 2,12 
 FC500 1,31 1,50 2,20 1,13 




  Povprečna fluorescenca (Navios: 1,44 / FC500: 1,44) 
Vzorec Aparat Anti-H/ anti-R Anti-A/ anti-R Anti-G/ anti-R Anti-M/ anti-R 
PM Navios 0,64 1,69 1,44 1,93 
 FC500 1,66 1,69 1,83 1,17 
ŠI Navios 0,61 1,55 1,36 1,52 
 FC500 1,20 1,37 1,53 0,81 
AB Navios 0,76 1,96 1,98 1,94 
 FC500 1,49 1,74 2,20 1,01 
RI Navios 0,69 1,54 1,58 1,76 
 FC500 1,31 1,42 1,91 0,94 
DM Navios 0,69 2,05 1,58 1,98 
 FC500 1,45 1,83 1,87 1,03 
GV Navios 0,65 1,75 1,62 1,98 
 FC500 1,44 1,72 2,11 1,15 
BM Navios 0,73 1,84 1,78 1,91 
 FC500 1,42 1,57 2,03 0,97 
GB Navios 1,69 2,18 2,28 1,29 
 FC500 1,24 1,59 1,70 0,93 
JN 1 Navios 1,07 1,17 1,18 2,08 
 FC500 1,28 1,64 1,85 1,06 
JN 2 Navios 1,12 1,20 1,20 2,11 
 FC500 1,33 1,5 1,90 1,08 
JS Navios 1,23 0,74 1,07 1,85 
 FC500 1,44 1,32 1,73 0,94 
 
4.1.1.2. Izračun zgornjih referenčnih mej 
Za vsak aparat ločeno smo testirali porazdelitev intenzitet fluorescence, ki je bila za vsa 
protitelesa vsaj na enem aparatu normalna. Zato smo se odločili, da bomo izračunali 




povprečje in dvakratni standardni odklon (2SD) normaliziranih intenzitet fluorescence 
kontrolnih vzorcev ter tako določili zgornje referenčne meje, kjer so vrednosti še normalne. 
- 2SD: =2× STDEV(Ax:By) 
- Zgornja meja: povprečje + 2SD 
Tabela IV: Vrednosti povprečja in standardne deviacije normaliziranih intenzitet 
fluorescence kontrolnih vzorcev, določene na pretočnem citometru Navios in FC500. 
  aparat Anti-H/ 
anti-R 
anti IgA/anti-R anti-IgG/anti-R anti-IgM/anti-R 
Povprečna vrednost Navios 0,77 1,61 1,57 1,79 
FC500 1,33 1,55 1,90 0,98 
2SD Navios 0,58 0,69 0,58 0,55 
 FC500 0,31 0,33 0,42 0,27 
Zgornja meja 2SD Navios 1,35 2,30 2,15 2,34 
 FC500 1,63 1,87 2,32 1,25 
 
Tabela IV prikazuje izračunane zgornje referenčne meje normaliziranih intenzitet 
fluorescence kontrolnih vzorcev z upoštevanjem dveh standardnih odklonov, ki so ključne 
za napoved, kako močno vrednosti vzorcev bolnikov z ITP odstopajo od referenčnega 
razpona kontrolnih vzorcev:   
Na osnovi zgornjih izračunov smo določili, da so v vzorcu bolnika na trombocitih lahko 
prisotna protitelesa, če je normalizirana intenziteta fluorescence bolnika na pretočnem 
citometru aparatu Navios višja od:   
- anti-human/anti-rabbit: 1,35  
- anti IgA/anti-rabbit: 2,30  
- anti-IgG/anti-rabbit: 2,15  
- anti-IgM/anti-rabbit: 2,34  
V vzorcu bolnika so na trombocitih lahko prisotna protitelesa, če je normalizirana 
intenziteta fluorescence bolnika na pretočnem citometru FC500 višja od:  




- anti-human/anti-rabbit: 1,63  
- anti IgA/anti-rabbit: 1,87  
- anti-IgG/anti-rabbit: 2,32  
- ali anti-IgM/anti-rabbit: 1,2  
4.1.1.3. Zgornje referenčne meje dnevnih kontrol 
Ker smo opazili, da se meritve kontrolnih vzorcev močno razlikujejo med dnevi, smo 
začeli vključevati dnevne kontrole (dk). Če smo imeli več kontrolnih vzorcev, smo tudi 
zanje določili povprečje, 2SD in zgornje referenčne meje glede na zdrave vzorce. 
Tabela V: Vrednosti povprečja in standardne deviacije normaliziranih intenzitet 
fluorescenc dnevnih kontrol. 
   Povprečna fluorescenca (Navios: 1,34/ FC500: 
1,17) 









Navios 0,63 1,61 1,76 1,80 
  FC500 1,28 1,42 2,07 1,00 
  Zgornja meja 2SD Navios 0,80 2,01 2,19 2,69 
  FC500  1,34 1,65 2,44 1,36 
2 Povprečna 
vrednost 
Navios 0,62 1,62 1,40 1,72 
  FC500 1,43 1,53 1,68 0,99 
  Zgornja meja 2SD Navios 0,67 1,82 1,52 2,30 
  FC500  2,07 1,97 2,11 1,50 
3 Povprečna 
vrednost 
Navios 0,72 1,75 1,77 1,85 
  FC500 1,40 1,58 2,06 0,96 
  Zgornja meja 2SD Navios 0,82 2,35 2,37 2,11 
  FC500  1,67 2,02 2,47 1,10 




   Povprečna fluorescenca (Navios: 1,34/ FC500: 
1,17) 









Navios 0,04 0,15 0,10 0,04 
  FC500 0,01 1,71 2,00 1,05 
  Zgornja meja 2SD Navios 0,13 0,44 0,29 0,12 
  FC500  0,04 1,96 2,25 1,23 
5 Povprečna 
vrednost 
Navios 1,10 1,18 1,19 2,11 
  FC500 1,30 1,59 1,87 1,07 
  Zgornja meja 2SD Navios  1,16 1,22 1,21 2,20 
  FC500 1,37 1,73 1,94 1,10 
 
4.1.2. Rezultati vzorcev bolnikov z ITP 
Pri analiziranih vzorcih bolnikov je potrebno vedeti, če so zdravljeni, saj lahko to vpliva na 
rezultate. Večina bolnikov je bilo nezdravljenih, razen trije, ki so prejemali glukokortikoide 
(TH, GL in JG). Med bolnimi preiskovanci smo imeli vzorec bolnika z akutnim ITP (ČM). 
Vzorce bolnikov smo analizirali po enakem postopku kot kontrolne vzorce v tabelah II in 
III. Na pretočnem citometru FC500 smo analizirali dva vzorca manj. 
Tabela VI: Intenzitete fluorescence analiziranih vzorcev bolnikov ter njihove 
normalizirane vrednosti na pretočnem citometru Navios in FC500. 
  Povprečna fluorescenca (Navios: 0,828¸normalizacija - 1,57/ FC500: 
1,176 normalizacija - 1,33) 
Vzorec aparat/ 
normalizacija anti-R anti-H anti-IgA anti-IgG anti-IgM 
PZ Navios 0,48 0,32 1,08 0,77 0,91 
 Normalizacija    0,68  2,31 1,66 1,94 
 FC500 0,441 0,525 0,71 0,68 0,376 
 Normalizacija  1,19 1,61 1,54 0,85 




  Povprečna fluorescenca (Navios: 0,828¸normalizacija - 1,57/ FC500: 
1,176 normalizacija - 1,33) 
Vzorec aparat/ 
normalizacija anti-R anti-H anti-IgA anti-IgG anti-IgM 
MJ Navios 1,04 0,59 1,60 1,42 1,76 
 Normalizacija  0,57 1,54 1,37 1,69 
 FC500 0,76 0,878 1,08 1,25 0,695 
 Normalizacija  1,16 1,42 1,64 0,91 
TH Navios 0,39 0,51 1,02 0,75 0,81 
 Normalizacija  1,31 2,63 1,94 2,09 
 FC500 0,415 0,602 0,713 0,749 0,354 
 Normalizacija   1,45 1,72 1,80 0,85 
GL Navios 0,75 0,42 1,09 1,23 1,10 
 Normalizacija   0,55 1,45 1,64 1,46 
 FC500 0,663 0,765 0,846 1,28 0,514 
 Normalizacija   1,15 1,28 1,93 0,78 
ŠA Navios 0,22 0,38 0,56 0,46 2,03 
 Normalizacija   1,72 2,52 2,09 9,19 
 FC500 0,408 0,375 0,478 0,494 0,94 
 normalizacija   0,92 1,17 1,21 2,30 
ČM navios 0,75 0,64 1,59 1,25 1,72 
 normalizacija   0,85 2,11 1,66 2,28 
 FC500 0,727 1,1 1,24 1,31 0,764 
 normalizacija   1,51 1,71 1,80 1,05 
RA navios 0,43 0,40 0,33 0,45 0,90 
 normalizacija   0,94 0,78 1,05 2,12 
 FC500 0,612 0,724 0,849 1,08 0,654 
 normalizacija   1,18 1,39 1,76 1,07 
KM navios 0,39 0,54 0,41 0,45 0,88 
 normalizacija   1,41 1,05 1,16 2,27 
 FC500 0,644 1,08 1,07 1,15 0,722 
 normalizacija   1,68 1,66 1,79 1,12 




  Povprečna fluorescenca (Navios: 0,828¸normalizacija - 1,57/ FC500: 
1,176 normalizacija - 1,33) 
Vzorec aparat/ 
normalizacija anti-R anti-H anti-IgA anti-IgG anti-IgM 
BV navios 1,20 0,79 0,92 1,07 2,19 
 normalizacija   0,65 0,76 0,89 1,83 
 FC500 1,68 1,35 2,36 2,01 1,87 
 normalizacija   0,80 1,40 1,20 1,11 
RA Navios 0,40 0,45 0,27 0,35 0,78 
 normalizacija   1,13 0,67 0,88 1,95 
 FC500 Ni analize Ni analize Ni analize Ni analize Ni analize 
 normalizacija Ni analize Ni analize Ni analize Ni analize Ni analize 
KM Navios 0,71 0,77 0,62 0,74 1,55 
 normalizacija   1,09 0,88 1,05 2,19 
 FC500 1,24 1,67 2,03 2,12 1,34 
 normalizacija   1,35 1,64 1,71 1,08 
RA Navios 0,65 0,71 0,60 0,68 1,36 
 normalizacija   1,10 0,92 1,05 2,11 
 FC500 1,17 1,55 1,8 1,98 1,17 
 normalizacija   1,32 1,54 1,69 1,00 
BCM Navios 0,30 0,33 0,38 0,38 0,75 
 normalizacija   1,12 1,29 1,27 2,53 
 FC500 0,501 0,613 1,05 0,897 0,581 
 normalizacija   1,22 2,10 1,79 1,16 
JG Navios 0,60 0,73 0,57 0,66 1,59 
 normalizacija   1,21 0,94 1,09 2,64 
 FC500 1,11 1,55 1,8 1,83 1,23 
 normalizacija   1,40 1,62 1,65 1,11 
BS Navios 0,88 0,58 0,45 0,95 0,77 
 normalizacija   0,66 0,51 1,07 0,88 
 FC500 1,68 1,31 1,54 2,97 1,2 
 normalizacija   0,78 0,92 1,77 0,71 




  Povprečna fluorescenca (Navios: 0,828¸normalizacija - 1,57/ FC500: 
1,176 normalizacija - 1,33) 
Vzorec aparat/ 
normalizacija anti-R anti-H anti-IgA anti-IgG anti-IgM 
BCM Navios 0,51 0,52 0,61 0,54 0,93 
 normalizacija   1,01 1,20 1,05 1,83 
 FC500 0,785 0,936 1,61 1,21 0,675 
 normalizacija   1,19 2,05 1,54 0,86 
RX navios 0,29 0,28 0,39 0,33 0,64 
 normalizacija   0,95 1,33 1,12 2,16 
 FC500 0,62 0,516 1,1 0,956 0,617 
 normalizacija   0,83 1,77 1,54 1,00 
BS navios 0,70 0,83 2,06 4,00 1,77 
 normalizacija   1,19 2,96 5,74 2,54 
 FC500 1,37 1,18 1,32 2,17 2,76 
 normalizacija   0,86 0,96 1,58 2,01 
BCM navios 0,63 0,60 0,66 0,75 1,2 
 normalizacija   0,96 1,05 1,19 1,91 
 FC500 1,56 1,13 2,42 2 1,22 
 normalizacija   0,72 1,55 1,28 0,78 
JG navios 0,81 0,99 2,05 1,62 1,53 
 normalizacija   1,23 2,54 2,00 1,89 
 FC500 1,9 1,28 2,49 2,58 1,4 
 normalizacija  0,67 1,31 1,36 0,74 
PJ navios 0,44 0,34 0,29 0,43 0,71 
 normalizacija  0,78 0,65 0,99 1,61 
 FC500 Ni analize Ni analize Ni analize Ni analize Ni analize 








Po normalizaciji rezultatov smo nato posamezno vrednost normalizirane intenzitete 
fluorescence bolnika primerjali z mejnimi vrednostmi kontrolnih vzorcev.  
a) Analiza na pretočnem citometru Navios 
Primerjavo normalizirane intenzitete fluorescence bolnika z mejnimi vrednostmi 
kontrolnih vzorcev smo naredili za vrednosti, ki smo jih določili na pretočnem citometru 
Navios (Tabela VII), kjer posamezne vrednosti niso smele presegati: 
- anti-human/anti-rabbit: 1,35  
- anti-IgA/anti-rabbit: 2,30  
- anti-IgG/anti-rabbit : 2,15  
- anti-IgM/anti-rabbit: 2,34  
Kadar je rezultat presegal zgornjo vrednost, so bila v vzorcu prisotna avtoprotitelesa in 
smo ga v tabeli VII označili kot patološkega (P). Sicer ima oznako N (normalen). 
Tabela VII: Vrednosti normaliziranih intenzitet fluorescence vzorcev bolnikov z ITP 










PZ 0,68 N 2,31 P 1,66 N 1,94 N 
MJ 0,57 N 1,54 N 1,37 N 1,69 N 
TH 1,31 N 2,63 P 1,94 N 2,09 N 
GL 0,55 N 1,45 N 1,64 N 1,46 N 
ŠA 1,72 P 2,52 P 2,09 N 9,19 P 
ČM 0,85 N 2,11 N 1,66 N 2,28 N 
RA 0,82 N 0,78 N 1,05 N 2,12 N 
KM 1,41 P 1,05 N 1,16 N 2,27 N 
BV 0,65 N 0,76 N 0,89 N 1,83 N 













RA 1,13 N 0,67 N 0,88 N 1,95 N 
KM 1,09 N 0,88 N 1,05 N 2,19 N 
RA 1,10 N 0,92 N 1,05 N 2,11 N 
BCM 1,12 N 1,29 N 1,27 N 2,53 P 
JG  1,21 N 0,94 N 1,09 N 2,64 P 
BS 0,66 N 0,51 N 1,07 N 0,88 N 
BCM 1,01 N 1,20 N 1,05 N 1,83 N 
RS 0,95 N 1,33 N 1,12 N 2,16 N 
BS 1,19 N 2,96 P 5,74 P 2,54 P 
BCM 0,96 N 1,05 N 1,19 N 1,91 N 
JG  1,23 N 2,54 P 2,00 N 1,89 N 
PJ 0,78 N 0,65 N 0,99 N 1,61 N 
*N = normalno, P*=patološko  
 
Dnevne kontrole na pretočnem citometru Navios 
Pri polovici vzorcev bolnikov smo imeli tudi dnevne kontrole. Pri posameznih dnevnih 
kontrolah smo imeli samo en kontrolni vzorec, kar pomeni da nismo mogli primerjati 
fluorescence bolnih na vrednosti z izračunano zgornjo referenčno mejo. Pri desetih vzorcih 
smo določili, ali so vrednosti vzorcev ITP povišane ali normalne glede na dnevne kontrole. 








Tabela VIII: Primerjava vrednosti normalizirane intenzitete fluorescence bolnika z 











TH 1,31 N 2,63 P 1,94 N 2,09 N 
Dk 0,80 P 2,01 P 2,19 N 2,69 N 
GL 0,55 N 1,45 N 1,64 N 1,46 N 
Dk 0,82 N 2,35 N 2,37 N 2,11 N 
ŠA 1,72 P 2,52 P 2,09 N 9,19 P 
Dk 0,82 P 2,35 P  2,37 N 2,11 P 
ČM 0,85 N 2,11 N 1,66 N 2,28 N 
Dk 0,82 P 2,35 N 2,37 N 2,11 P 
RA 0,82 N 0,78 N 1,05 N 2,12 N 
Dk  1,69 N  2,18 N  2,27 N  1,29 P 
KM 1,09 N 0,88 N 1,05 N 2,19 N 
Dk 1,16 N 1,22 N 1,21 N 2,20 N 
RA 1,10 N 0,92 N 1,05 N 2,11 N 
Dk 1,16 N 1,22 N 1,21 N 2,20 N 
JG  1,21 N 0,94 N 1,09 N 2,64 P 
Dk 1,22 P  0,74 p  1,07 P 1,85 p 
BS 0,66 N 0,51 N 1,07 N 0,88 N 
Dk 1,22 N  0,74 N 1,07 N 1,85 N 
BCM 1,01 N 1,20 N 1,05 N 1,83 N 
Dk 1,22 N 0,74 P 1,07  N  1,85  N 




V spodnjem grafu smo prikazali odstopanja vrednosti od zgornjih referenčnih mej 2SD 
skupaj z odstopanjem rezultatov od dnevnih kontrol na pretočnem citometru Navios (slika 
8).  
 
Slika 8: Grafični prikaz rezultatov analize bolnikov z ITP na pretočnem citometru Navios 
glede na odstopanje od zgornjih referenčnih mej 2SD kontrolnih vzorev in dnevnih 
kontrol.  
b) Analiza na pretočnem citometru FC500 
Primerjavo normalizirane intenzitete fluorescence bolnika z mejnimi vrednostmi 
kontrolnih vzorcev smo naredili za vrednosti, ki smo jih določili na pretočnem citometru 
FC500 (Tabela  IX), kjer posamezne vrednosti niso smele presegati: 
- anti-human/anti-rabbit: 1,63   
- anti-IgA/anti-rabbit: 1,87  
- anti-IgG/anti-rabbit: 2,32  
- anti-IgM/anti-rabbit: 1,25  
Kadar je rezultat presegal zgornje vrednosti, so bila v vzorcu prisotna avtoprotitelesa in 
smo ga v tabeli IX označili kot patološkega (P). Sicer ima oznako N (normalen). 




Tabela IX: Vrednosti normaliziranih intenzitet fluorescence vzorcev bolnikov z ITP 
glede na zgornjo referenčno mejo kontrolnih vzorcev na pretočnem citometru FC500. 
Ime 
priimek 









PZ 119 1,19 
N 1,61 N 1,54 N 0,85 N 
MJ 109 1,16 N 1,42 N 1,64 N 0,91 N 
TH 84 1,45 N 1,72 N 1,80 N 0,85 N 
GL 211 1,15 N 1,28 N 1,93 N 0,78 N 
ŠA 209 0,92 N 1,17 N 1,21 N 2,30 P 
ČM 52 1,51 N 1,71 N 1,80 N 1,05 N 
RA 23 1,18 N 1,39 N 1,76 N 1,07 N 
KM 32 1,68 P 1,66 N 1,79 N 1,12 N 
BV 1 0,80 N 1,40 N 1,20 N 1,11 N 
KM 19 1,35 N 1,64 N 1,71 N 1,08 N 
RA 24 1,32 N 1,54 N 1,69 N 1,00 N 
BCM 117 1,22 N 2,10 P 1,79 N 1,16 N 
JG  223 1,40 N 1,62 N 1,65 N 1,11 N 
BS 71 0,78 N 0,92 N 1,77 N 0,71 N 
BCM 108 1,19 N 2,05 P 1,54 N 0,86 N 
RS 308 0,83 N 1,77 N 1,54 N 1,00 N 
BS 37 0,86 N 0,96 N 1,58 N 2,01 P 
BCM 136 0,72 N 1,55 N 1,28 N 0,78 N 
JG  120 0,67 N 1,31 N 1,36 N 0,74 N 
 
 




- Dnevne kontrole na pretočnem citometru FC500 
Tudi pri analizi vzorcev na pretočnem citometru FC500 smo imeli pri 10-ih vzorcih 
bolnikov z ITP dnevne kontrole. Pri teh vzorcih smo določili, ali so vrednosti vzorcev 
bolnikov z ITP povišane ali normalne glede na dnevne kontrole. V spodnji tabeli so 
prikazani odčitani rezultati dnevnih kontrol skupaj z rezultati prejšnjih mejnih kontrol. 
Tabela X: Primerjava vrednosti normalizirane intenzitete fluorescence bolnika z ITP z 











TH 1,45 N 1,72 N 1,80 N 0,85 N 
Dk 1,34 P 2,01 N 2,44 N 1,36 N 
GL 1,15 N 1,28 N 1,93 N 0,78 N 
Dk 1,67 N 2,02 N 2,47 N  1,10 N 
ŠA 0,92 N 1,17 N 1,21 N 2,30 P 
 Dk 1,67 N 2,02 N 2,47 N 1,10 P 
ČM 1,51 N 1,71 N 1,80 N 1,05 N 
Dk 1,67 N 2,02 N 2,47 N 1,10 N 
RA 1,18 N 1,39 N 1,76 N 1,07 N 
Dk  1,24 N  1,59 N  1,70 P  0,93 P 
KM 1,35 N 1,64 N 1,71 N 1,08 N 
Dk  1,37 N 1,73 N 1,94 N  1,10 N 
RA 1,32 N 1,54 N 1,69 N 1,00 N 
Dk 1,37 N 1,73 N 1,94 N 1,10 N 
JG  1,40 N 1,62 N 1,65 N 1,11 N 
Dk  1,44 N 1,32 P 1,73   N 0,94 P 













BS 0,78 N 0,92 N 1,77 N 0,71 N 
Dk  1,44 N  1,32 N  1,73 P  0,94 N 
BCM 1,19 N 2,05 P 1,54 N 0,86 N 
Dk  1,44 N  1,32 P 1,73 N  0,94 N 
 
V spodnjem grafu smo prikazali odstopanja vrednosti od zgornjih referenčnih mej 2SD 
skupaj z odstopanjem rezultatov od dnevnih kontrol na pretočnem citometru FC500 (slika 
9).  
 
Slika 9: Grafični prikaz rezultatov analize vzorcev bolnikov z ITP na pretočnem citometru 
FC500 glede na odstopanje od zgornjih referenčnih mej 2SD kontrolnih vzorcev in 
dnevnih kontrol.  
V tabeli XI smo zbrali rezultate analiziranih vzorcev bolnikov z ITP, pri katerih se rezultati 
razlikujejo med pretočnima citometroma. Tabela prikazuje, kateri vzorci so imeli različne 
rezultate in kakšne rezultate smo dobili na pretočnem aparatu Navios in FC500. Rezultate, 
ki se niso skladali na aparatih, smo označili z rdečo. 
 




Tabela XI: Bolniki z ITP, za katere se rezultati razlikujejo med pretočnima 
citometroma. 
 Anti-H Anti-IgA Anti-IgG Anti-IgM 
 Navios FC500 
Navios FC500 
Navios FC500 Navios FC500 
vzorec 2SD 2SD 
2SD 2SD 
2SD 2SD 2SD 2SD 
PZ 
N N P N N N N N 
TH 
N N P N N N N N 
ŠA 
P N P N N N P P 
BCM 
N N N P N N P N 
JG 
N N N N N N P N 
BCM 
N N N P N N N N 
BS 
N N P N P N P P 
JG 
N N P N N N N N 
 
4.1.3. Ugotavljanje prisotnosti ITP  
Pri preverjanju statistično značilnih razlik med bolnimi in zdravimi smo najprej naredili 
Shapiro - Wilkov test. Test nam je pokazal, da so podatki normaliziranih vrednosti 
fluorescenc na pretočnem citometru Navios porazdeljeni nenormalno, na pretočnem 
citometru FC500 pa so normalno porazdeljeni pri prvih treh skupinah protiteles, pri zadnji 
skupini, skupini rezultatov anti-IgM/anti-R smo dobili  kombinirane rezultate. Pri 
kombiniranih rezultatih je prevladala nenormalna porazdelitev. Rezultate statističnih testov 
smo prikazali v tabeli XII. 







Protitelo p-vrednost p-vrednost 
anti-H/anti-R 0,006 0,007 
anti_IgA/ anti-R 0,053 0,348 
anti-IgG/ anti-R  0,019 0,000 
anti-IgM/ anti-R 0,014 0,476 




Naša ničelna hipoteza pravi, da imajo vzorci bolnikov enake vrednosti kot vzorci zdravih 
preizkušencev. Kadar je p < 0,05 smo potrdili alternativno hipotezo: vrednosti vzorcev 
bolnikov so značilno višje od zdravih preizkovancev. Izračunane p - vrednosti smo 
prikazali v tabeli XIII.  
Po analizi normaliziranih vrednosti fluorescenc na aparatu Navios, smo z Mann – 
Whitneyevim testom dobili p - vrednosti pri anti-H/anti- R (p = 0,006), anti-G/anti-R (p = 
0,053) in anti-M/anti-R (p = 0,014) manjše od 0,005. To potrjuje, da so vrednosti bolnih 
značilno višje od vrednosti zdravih. Pri anti-IgA/anti-R smo dobili p = 0,053 > 0,05, kar ne 
pomeni, da razlike niso statistično značilne oz. bolni nimajo statistično pomembno višjih 
rezultatov, kot zdravi, je pa tudi ta vrednost na meji statistične pomembnosti.   
Pri statistični analizi rezultatov pridobljenih s pretočnim citometrom FC500 so bile p-
vrednosti pri anti-H/anti-R (p = 0,007) in anti-G/anti-R (p = 0,000) manjše od 0,05. To 
pomeni, da smo potrdili alternativno hipotezo: bolni imajo višje vrednosti kot zdravi. Pri 
skupini anti-IgA/anti-R (P = 0,348) in skupini anti-IgM/anti-IgR (p= 0,476) vidimo, da sta 
p-vrednosti višji od 0,05, kar pomeni, da razlike niso bile statistično značilne. 
4.1.4. Primerjava aparatov  
V primerjavo pretočnih citometrov smo vključili 18 vzorcev. Gledali smo primerjavo 
vrednosti med aparati, zato smo naredili na vsakem aparatu 4 skupine: anti-H/anti-R, anti-
IgA/anti-IgR, ati-IgG/anti-IgR in anti-IgM/anti-IgR. V teh skupinah so bila v vsaki skupini 
vrednosti zdravih in vrednosti bolnih izmerjenih za prisotnost določenih protiteles. 
Tukaj smo imeli pri treh od štirih skupin (anti-H/anti-R, anti-IgG/anti-R, anti-IgM/anti-R) 
nenormalno porazdelitev. Samo pri skupini anti-IgA/anti-R smo imeli normalno 
porazdelitev, zato smo uporabili t-test odvisnih vzorcev. V skupinah z nenormalno 

















Pri statistični analizi primerjave vrednosti med pretočnima citometroma smo pri skupini 
označeni z anti-IgA/antiR protitelesi dobili p-vrednost = 0,262 > 0,05 torej so prisotne 
značilne razlike med aparatoma. Pri anti-H/anti-R (p = 0,000), anti-IgG/anti-R (p = 0,003), 
anti-IgM/anti-R (p = 0,000) je bila p-vrednost < 0,05 kar pomeni, da razlike niso statistično 
pomembne. Zaključujemo, da rezultati, ki jih dobimo na pretočnih citometrih niso 
primerljivi, kar kaže na nujnost določitve zgornjih mej kontrolnih vzorcev za tisti pretočni 
citometer, ki se uporablja v rutinski diagnostiki.  
4.1.5. Specifičnot in občutljivost aparatov 
Izračunali smo tudi specifičnost in občutljivost diagnostičnega testa.  
Občutljvost diagnostičnega testa je verjetnost pozitivnega izida testa pri osebah, pri katerih 
je bolezen prisotna.  
Kot pravilno pozitivne (PP) smo upoštevali vsakega bolnika, ki je imel povišane vrednosti 
pri vsaj eni skupini protiteles. Kot lažno negativne (LN) smo zajeli bolnike, pri katerih test 
ni potrdil bolezni. 
Diagnostična občutljivost testa: PP/(PP+LN).  











Kot pravilno negativne (PN) smo šteli zdrave ljudi, ki so imeli intenziteto fluorescence 
manjšo od določene zgornje referenčne meje, med lažno pozitivne (LP ) smo šteli zdrave, 
pri katerih je bila inetnziteta fluorescence višja od določene zgornje referenčne meje. 
Diagnostična specifičnost: PN/(PN+LP). 
Tabela XIV: Izračun občutljivosti in specifičnosti testa za oba aparata. 
 PP LN PN LP občutljivost občutljivost dk specifičnost 
Navios 0,38 0,62 0,95 0,05 38,1% 60% 95,3% 





















Trombocitna avtoprotitelesa sodijo med najpomembnejše dejavnike v patogenezi ITP in je 
njihovo dokazovanje pomembna pomoč pri diagnostiki in v spremljanju določenih načinov 
zdravljenja (21). Rezultati različnih študij, ki so določale prisotnost trombocitnih protiteles 
pri bolnikih z ITP z uporabo pretočne citometrije, se med seboj močno razlikujejo glede 
diagnostične občutljivosti in specifičnosti. Nekatere so ugotavljale zelo visoko 
diagnostično občutljivost, preko 90 % in zelo nizko specifičnost, okrog 40 %  in so 
preiskavo odsvetovale pri diagnostiki imunskih trombocitopenij (22), druge študije so 
dokazale visoko diagnostično občutljivost 94 % in nižjo specifičnost 57% (23), medtem ko 
so tretje pokazale nižjo občutljivost 75 % in visoko specifičnost 80 % (24). Za te razlike je 
lahko več razlogov, saj so se študije razlikovale tako glede izbire analiziranih pacientov, 
vrste uporabljenih protiteles in pretočnih citometrov. Medtem, ko so v prvi študiji 
preiskovali tako otroke kot odrasle, so v drugi zajeli samo otroke in v tretji samo odrasle.  
V naši raziskavi, ki je zajela tudi samo odrasle bolnike, je bila diagnostična občutljivost 
testa na aparatu Navios 38,1 % in specifičnost 95,3 %. S statistično analizo rezultatov smo 
potrdili, da so izmerjene vrednosti anti-H, anti-IgG in anti-IgM višje pri bolnikih kot 
zdravih, medtem ko se vrednosti anti-IgA niso statistično razlikovale od vrednosti 
kontrolnih vzorcev.  
Pozitivna napovedna vrednost (PNV), torej verjetnost, da ima oseba bolezen, če je 
diagnostični test pozitiven, je 88,9 %. Verjetnost, da oseba nima bolezni, če je diagnostični 
test negativen - negativna napovedna vrednost (NNV), je 60,9 %. Naši rezultati so 
primerljivi s podobnimi raziskavami, kjer je bila PNV 62 % in NNV 78 % (22). 
Ker pri rutinskem delu potrebujemo zanesljivost izvajanja analiz v primeru okvar aparata, 
smo opravili enako analizo tudi na nadomestnem aparatu FC500. Tukaj je bila občutljivost 
testa 26,3 % in specifičnost 94,4 %. PNV je imela preiskava v 82,7 % in NNV v 55,2 %.  
Glede na izvedeno primerjavo med aparatoma zaključujemo, da rezultati, ki jih dobimo na 
pretočnih citometrih niso primerljivi, kar kaže na nujnost določitve zgornjih mej za vsak 
posamezen pretočni citometer, ki se uporablja v rutinski diagnostiki. Razlog je v drugačni 
intenziteti fluorescence glede na nastavitev aparata. Glede na različne vrednosti kontrolnih 




vzorcev, ki so analizirani na istem aparatu na različne dni, pa je nujno, da se vključi dnevne 
kontrole v analizo. 
Na samem začetku nismo izvajali dnevnih kontrol, kar je lahko tudi vplivalo na rezultate. 
Dnevne kontrole so zvišale občutljivost na pretočnem citometru FC500 na 60 %, enako 
občutljivost smo določili tudi na pretočnem citometru Navios. Rezultati kažejo na nujnost 
vključevanja dnevnih kontrol v analizo in nevarnost interpretacije rezultatov izključno na 
mejne vrednosti, ki so postavljene z naborom kontrolnih vzorcev, analiziranih ob različnih 
dnevih. 
Naši rezultati se nekoliko razlikujejo od drugih raziskav. Možnih razlogov je več. Za 
kontrolno skupino smo odvzeli vzorce preiskovancev, ki so imeli sicer normalno število 
trombocitov in izključen klinični sum na ITP, vendar niso bili vsi zdravi. Znano je, da so 
trombocitna avtoprotitelesa lahko prisotna tudi pri drugih hematoloških, internističnih, 
onkoloških in drugih bolnikih (22). Prav tako je treba izpostaviti, da so imeli, z izjemo 
enega, vsi naši bolniki kronično obliko ITP in večina število trombocitov nad 100×109/L. 
Študije so pokazale, da je število trombocitov obratno sorazmerno s koncentracijo 
protiteles. Torej kadar ima bolnik visoko število trombocitov pomeni, da ima manj 
avtoprotiteles, manjše uničenje trombocitov in zato negativne rezultate (22, 15). Mi smo 
imeli 60 % bolnikov, ki so imeli število trombocitov nad 100×109/L in smo lahko zato 
dobili več lažno negativnih rezultatov, kar vodi v nižjo občutljivost testa in nižjo NNV ter 
višjo specifičnost in PNV.  
Ker je vloga in dokazovanje trombocitnih protiteles pri bolnikih z ITP še vedno v fazi 
raziskav, še vedno niso jasni vsi možni vzroki lažno negativnih rezultatov.  
Ugotovili smo, da je določanje trombocitnih avtoprotiteles s pretočno citometrijo uporabno 
in lahko pomaga pri postavitvi diagnozi, vendar še vedno ne more nadomestiti 
izključitvene trenutne postavitve diagnoze, ki temelji na izključevanju. Da bi lahko z večjo 
zagotovostjo ocenili uporabnost pretočne citometrije pri diagnozi ITP, bi potrebovali večje 
število vzorcev ITP bolnikov ob odkritju bolezni, vzorce samo popolnoma zdravih oseb kot 
kontrolno skupino in analizo trombocitnih protiteles skozi daljše časovno obobje. 






 S pretočnim citometrom Navios smo določili zgornjo referenčno mejo 
normaliziranih intenzitet fluorescence, vendar smo v nadaljnjih poskusih ugotovili, 
da je ustrezneje uporabljati dnevne kontrole. Dnevne kontrole imajo velik pomen in 
so zvišale diagnostično občutljivost. Rezultati kažejo na nujnost vključevanja 
dnevnih kontrol v analizo. 
 Statistična analiza je potrdila statistično pomembno razliko v vrednostih 
normaliziranih intenzitet fluorescence med vzorci bolnikov in kontrol na obeh 
pretočnih citometrih za protitelesa anti-H in anti-G. Na Naviosu tudi pri anti-IgA. 
Na FC500 razlik pri anti-IgA in anti-M (p < 0,05) nismo potrdili. 
 Diagnostična specifičnost je bila zanemarljivo višja na pretočnem citometru Navios 
(95,3 %) kot na pretočnem citometru FC500 (94,4 %). 
 Diagnostična občutljivost je bila večja na pretočnem citometru Navios (38,1 %), 
kot na pretočnem citometru FC500 (26,3 %). 
 Glede na izvedeno primerjavo med aparatoma zaključujemo, da rezultati, ki jih 
dobimo na pretočnih citometrih niso primerljivi, kar kaže na nujnost določitve 
zgornjih mej kontrolnih vzorcev za tisti pretočni citometer, ki se uporablja v 
rutinski diagnostiki. Glede na različne vrednosti kontrolnih vzorcev, ki so 
analizirani na istem aparatu različne dni, pa je nujno, da se vključi dnevne kontrole 
v analizo. 
 Diagnostična specifičnost je bila močno višja, kot občutljivost testa s pretočno 
citometrijo. Občutljivost testa je premajhna, da bi lahko potrdili prisotnost ITP 
samo s to analizo, lahko pa bi bila v pomoč pri postavitvi  diagnoze. Bilo bi 
priporočljivo ponoviti testiranje. 
 Da bi lahko z večjo zagotovostjo ocenili uporabnost pretočne citometrije pri 
diagnozi ITP, bi potrebovali večje število vzorcev bolnikov z ITP, predvsem z 
akutnim ITP, kot kontrolno skupino vzorce samo popolnoma zdravih oseb in 
analizo trombocitnih protiteles skozi daljše časovno obobje. 
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